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1 

UTILISATION DE LA GUANOSINE, DE SES PRECURSEURS ET SES DERIVES POUR 
LA FABRICATION DE MEDICAMENTS DESTINES A TRAITER LES DEFICITS 
FONCTIONNELS CEREBRAUX 

La presente invention concerne le domaine des medicaments 
destines au traitement de divers deficits fonctionnels cerebraux. 

Dans le cadre d'une analyse generate de la pathogenie des maladies 
metaboliques determinant une debilite de 1'intelligence, un certain 
nombre de mecanismes chimiques indispensables au fonctionnement des 
neurones ont et6 analyses. Parmi ceux-ci, il semble que le metabolisme des 
monocarbonnes joue un role primordial. En effet, la plupart des blocages 
enzymatiques provoquant une debilite - de rintelligence, sans lesion 
primaire des constituants des membranes et des gaines et sans trouble 
majeur de l'embryogenese cerebrate, presentent en commun un trouble 
des monocarbonnes. 

C'est ainsi que des dosages in vitro examinant la variation de 
1'indice mitotique en presence de divers metabolites et antimetabolites de 
la synthase des purines, ont permis d'6tablir une correlation tres 
15 significative avec divers syndromes chromosomiques. En particulier, il a 
ainsi pu etre mis en Evidence une augmentation tres significative de 
1'indice mitotique de lymphocytes provenant de malades atteints du 
syndrome de I'X fragUe, lorsqu'on ajoute au milieu de culture de la 
guanosine ou encore un precurseur ou un derive de la guanosine. 
20 C'est pourquoi la presente invention concerne l'utilisation de la 

guanosine ainsi que de ses precurseurs et derives pour la fabrication de 
medicaments destines au traitement des deficits fonctionnels cerebraux. 

Les precurseurs et derives de la guanosine seront plus 
particulierement choisis parmi les composes suivants : la guanine, le 3'- 
25 monophosphate de guanosine, le 5 '-monophosphate, le 5*-diphosphate et 
le 5 '-triphosphate de guanosine, le 3 '^'-monophosphate cyclique de 
guanosine, l'inosine, la xanthine, l'hypoxanthine, la xanthosine et 1'acide 
5'-inosinique. 

Les medicaments entrant dans le cadre de la presente invention 
30 sont en particulier destines a assurer le traitement des syndromes 
chromosomiques entrainant une debilite de 1'inteUigence, telle que la 
trisomie 21 et la fragilite de I'X, ainsi que des troubles du comportement 
survenant au cours de maladies du systeme nerveux central, telle que la 
maladle d'Alzheimer. Ces medicaments peuvent egalement etre destines au 
35 traitement de syndromes d'hyperactivite, d'hyperreactivite, d'anxiete, ou 
de reactions psychotiques ou autistiques. 
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D'autres caract^ristiques et avantages de la presente invention 
apparaltront a la lecture de la description detaillee faite ci-apres, 
notamment en regard de quelques rtsultats experimentaux. 

Le syndrome de l'X fragile est la seconde cause chromosomique du 
retard mental et la cause la plus commune du retard mental familial. Le 
taux de mutation est eleve. L'incidence calculee est de 1 sur 1250 chez les 
hommes et de 1 sur 2000 chez les femmes. Ainsi, un diagnostic precis et 
precoce est important en vue d'un traitement specifique. 

Ce syndrome se caracterise par la presence d'un site fragile sur le 
bras long du chromosome X, en Xq27. Le retard mental est transmis selon le 
mode dominant lie a l'X avec penetrance incomplete. Environ 30% des 
porteurs feminins heterozygotes ont un retard mental et environ 2096 des 
hommes transmetteurs ne presentent ni le site fragile, ni les symptomes 
cliniques. Le genotype et le phenotype ne sont done pas en correlation 
15 absolue. 

II a ete observe que l'expression de ce site fragile in vitrn dependait 
de la composition du milieu de culture et que les defidences en certains 
composes puriques pourraient favoriser ^expression du site fragile dans 
les lymphocytes. 

U a ainsi pu etre determine qu'un defaut du metabolisme purique, 
qu'il soit primaire ou secondaire, pouvait jouer un role majeur dans divers 
syndromes du retard mental. 

Exemnle H'^vp^mentarinn in vitrn ayec la ciiatin^ 

On cultive vingt-huit echantillons de sang peripherique provenant 
de malades atteints du syndrome de l'X fragile (vingt-quatre hommes et 
quatre femmes retardes) pendant 72 heures dans le milieu TC199 
(SeromedR) additionne de serum AB humain a 25%, phytohemagglutine C 
(IBF, France), penicilline et streptomycine. La technique de culture, la 
recolte et l'examen microscopique sont effectues de maniere classique en 
30 soi connue. 

On ajoute egalement au d^but de la culture de la guanosine a une 
concentration de 3,1 mg/1. 

On recueille les cultures lymphocytaires avec les techniques 
standards utilises pour l'analyse chromosomique. On colore les lames au 
Giemsa et on les code. On fait lire un minimum de 3000 cellules par deux 
observateurs differents pour calculer l'indice mitotique, exprime sous la 
forme du rapport : nombre de mitoses / nombre de cellules. 



20 



25 
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Vingt-six malades ne recoivent pas de medicament au moment de la 
culture des lymphocytes. 

Les temoins utilises pour 1'analyse sont les suivants : 135 adultes 
normaux, 79 malades atteints de trisomie 21. 10 malades atteints du 
syndrome du cri du chat et 68 malades atteints de retard mental (avec ou 
sans anomalies chromosomiques autres que celles mentionnees ci-dessus). 

On analyse les resultats en comparant l'indice mitotique de chaque 
experience a la propre culture temoin du malade et on exprime les 
r6sultats en pourcentage d'augmentation ou de diminution en 
pourcentage de l'indice mitotique. Les comparaisons statistiques entre les 
groupes se font sur la base du test t de Student. Les resultats de 
^experimentation in vitro sont consigns dans les tableaux I a III ci- 
apres. 

II apparalt ainsi que l'addition de guanosine augmente de facon 
significative l'indice mitotique chez les malades atteints du syndrome de 
l'X fragile. Lorsqu'on compare a 1'echantillon total de malades (malades 
atteints de retard mental de diverses etiologies et malades atteints du 
syndrome de Down), la difference est tres significative (0,01<p<0,005); 
lorsqu'on compare au total des temoins, la difference n'est pas aussi 
20 marquee mais reste significative (0.05<p<0,025). Ceci semble etre du aux 
differences entre la reponse des hommes et des femmes a la guanosine (les 
temoins femmes augmentant leur indice mitotique significativement plus 
que les malades temoins masculins : p - 0,025). On affine done 1'analyse 
pour examiner les reponses chez les malades masculins seulement. On 
25 observe ainsi une difference tres significative dans la reponse a la 
guanosine lorsqu'on compare les hommes atteints de l'X fragile a 
1'echantillon total des hommes (p-0,001), aux temoins masculins normaux 
(0,005<p<0,001) ou aux hommes ayant des retards d'autres etiologies 
(0,005<p<0,001). La difference entre les hommes atteints de l'X fragile et les 
30 hommes atteints du syndrome de Down est significative (p - 0,025). 

Pour tester la spedficite des modifications observees, on recherche 
les malades manifestant une augmentation de l'indice mitotique 
superieure a 10% en presence de guanosine. 

- 13/19 malades atteints d'X fragile presentent une augmentation de 
plus de 10% en presence de guanosine (tous les malades atteints de l'X 
fragile augmentent leur indice mitotique). 

- 29/80 temoins normaux (X = 6,5; 0,02<p<0,01) 



35 
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- 7/29 temoins masculins normaux (X«9,3; 0,01 « p<0,001) 

- 12/34 malades atteints de trisomie 21 (X«5,4; p=0,02). II y a 7 
femmes et 5 hommes; les 5 hommes ont tous des complications 
psychotiques. 

5 - 17/S8 malades atteints de retard mental (X=9,2; 0,01«p<0,0001). 

II y a 7 femmes et 10 hommes. n faut noter que 9 des 10 malades 
masculins pr6sentent des complications psychiatriques associees, 
Plusieurs hommes presentant une augmentation de I'indice mitotique en 
presence de guanosine avaient ete adresses a l'origine en vue d'une 
10 recherche de Xqfra, sans que I'examen cytog^netique ait decele une 
fragiUte de 1% 

Des tests de fonctionnement thyroidien chez des hommes atteints du 
syndrome de PX fragile et chez des hommes atteints de retard mental lie a 
TX ont montre des niveaux seriques basaux normaux d'hormones 

15 thyroidiennes et de TSH. La reponse k la TRH est moins nette que chez les 
sujets normaux. Etant donne que la liaison au recepteur THR peut £tre 
regime de facon allosterique par les nucleotides de guanine, on peut 
raisonnablement faire Thypothese que, si les hommes atteints d'X fragile 
presentent un certain defaut sur la voie de la guanine, ceci pourrait 

20 modifier la liaison en rtcepteur de THR et par consequent la reponse a 
TSH. 

L'effet des nucleotides de guanine sur les neurotransmeneurs du 
syst&he nerveux central est extremement important On ne sait pas si la 
guanosine est un neurotransmetteur comme Tadenosine, mais on sait que 

25 les nucleotides de guanine modulent n£gativement la Uaison agoniste aux 
r6cepteurs adrenergiques k la dopamine, muscarinique-cholinergique et 
aux opiacees. Les recepteurs a la phencyclidine (PCP) sont egalement 
regutes par les nucleotides de guanine. En outre, les nucleotides de 
guanine jouent un role majeur dans le metabolisme de la ptdrine (GPT et le 

30 precurseur de la tetrahydrobiopterine), ainsi que dans la dynamique des 
microtubules (synthese de la tubuline). 

Le cAMP et le cGMP jouent un rdle unique dans la regulation des 
neurotransmetteurs et leur rapport semble etre d'une importance 
clinique. De fait, il a ete suggere que ces deux nucleotides cycliques 

35 regulent 1'equilibre choienergique-adrenergique. 
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Apres la naissance, le metaboUsme purique dans le systeme nerveux 
central est caracterise par une diminution de la synthese purique de novo, 
par une augmentation de l'activite d'hypoxanthine- 
phosphoribosyltransferase (HPRT) et par une absence d'activite de la 
xanthine oxydase. Par consequent, le cerveau est largement dependant des 
voies de recuperation pour conserver le niveau de GTP. Le metaboUsme 
essentiellement de novo pendant le developpement du cerveau (croissance 
des neuroblastes et proliferation neurogliale) pourralt expliquer pourquoi 
les malades atteints d'X fragile ont une morphologie ce>ebrale 
sensiblement normale. La principale modification neuroanatomique 
documented chez ces malades (ainsi que chez les malades atteints 
d'autisme) est l'hypoplasie du vermis posterieur. 

Tout defaut metabolique le long de la voie de recuperation des 
purines aurait des consequences neurologiques et comportementales 
manifestes apres cette periode de proliferation neuroblastique et 
neurogliale. La penode perinatale pendant laquelle la permutation 
genique et l'impression des recepteurs se produit est sensible a une 
"teratogSnese metabolique" tardive. Un defaut metabolique genetique 
faisant intervenir un gene ou un groupe de genes normalement actives 
20 pendant cette periode aura des repercussions importantes sur les 
recepteurs membranaires et sur le developpement post-natal du cerveau. 
H est interessant de noter que l'analyse du neo-cortex chez les adultes 
atteints d'X fragile presente une morphologie dendritique spinale 
anormale suggerant une anomalie de la maturation dendritique 
25 postnatale. 

Experimentation clinioue ave C un ni-Pm rseur de 1q guannsiiiP 
a savoir 

Ojiarante-six patients ont ete traites pendant au moins 3 mois avec 
21 resultats favorables dont deux spectaculaires et 25 resultats nuls, sans 
30 aucun trouble secondaire signal^ : 

- Trisomie 21 : sur 19 patients, huit reponses favorables dont deux 
quasiment spectaculaires chez des malades souffrant de graves troubles du 
comportement 

- Syndrome 4p- : sur 2 patients, 2 resultats favorables 
35 - Syndrome 18q- : sur 4 patients, 2 resultats favorables 

- Syndrome de la fragilite de l'X : sur 1 1 patients, 7 resultats favorables 

- Syndrome de Willi Prader : sur 2 patients, 2 resultats favorables 
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- Syndrome psychotique sans anomalie chromosomique : sur 5 patients, 5 
rtsultats favorables 

- Syndrome d'hyperactivite et d'hyperreactivite : sur 2 patients, 2 
resultats favorables. 

5 Indications th^raneutioues 

Les effets enregistrts portant sur les troubles du comportement 
(anxiete, instability agressivit6 et auto-agressivite, reactions 
psychotiques ou autistiques etc.), il apparait que la guanosine et ses 
precurseurs et d£riv6s imm£diats sont susceptibles de reequiiibrer le 

10 metabolisme purique perturbe dans de nombreux 6tats de type 
psychotique. Pour la guanosine les doses previsibles s'6tendent de 5 k 150 
mg/kg/jour, et pour les autres precurseurs et derives pr6-cites, en 
particulier la xanthosine et l'inosine, les doses d'administration seront 
comprises entre 20 k 150 mg/kg/jour. 

15 Les medicaments objets de la presente invention peuvent etre 

prepares de mantere classique et en soi parfaitement connue. II peut en 
particulier s'agir de diverses formes de dosage de la guanosine et/ou de ses 
derives et precurseurs, notamment destines k l'administration orale, par 
exemple des comprimes, gelules ou analogues. 

20 Les maladies dont les complications de type psychiatrique sont 

susceptibles d'etre am^liorees par cette medication sont : 

- les syndromes chromosomiques entrainant une debilite de ^intelligence 
(trisomie 21, fragility de l'X, 4p-, 5p-, 18q- etc.) 

- les syndromes de psychose regressive et les syndromes autistiques et, 
25 plus g6n£ralement, les troubles du comportement survenant au cours de 

graves maladies du syst£me nerveux central, comme la maladie 
d' Alzheimer par exemple. 
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TABLEAU I 

TAUX D'AUGMENTATION OU DE DIMINUTION DE 
S CHEZ DES PATTEm* «S MSEy. DE L'X FRAGILE. 

N : nombre de patients 

10 M : pourcentage d'augmentation ou de diminution de 1'indice mitotique 
SD : deviation standard 
t : t-test de Student 



15 



20 



Nombre total de patients 
atteints de Xqfra 



Echantillonage total 
de patients 



N 
M 
SD 



N 
M 
SD 
t 



GUANOSINE 



19 

18,4 

14,6 



o,oi<p<o.ore 



215 

2,8 
243 
2,74 



30 



35 



Total du groupe 
controle 



N 
M 
SD 
t 

N 
M 
SD 
t 

N 
M 
SD 
t 



P<0,001 



80 

5,6 
24,4 

2,17 

-2 
30,6 
2,68 

58" 
-2,6 
20,4 
4,1 
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TAUX D'AUGMENTATION OU DE DIMINUTION DE 
L'INDICE MITOTIQUE 
CHEZ DES PATIENTS MALES ATTHNTS DU SYNDROME DE 
L'X FRAGILE, CHEZ DES PATIENTS MALES ATTHNTS DE 
RETARD MENTAL, CHEZ DES PATIENTS MALES ATTHNTS 
D'AUTRES ETIOLOGIES ET DANS LE GROUPE DE 
TEMOINS MALES 





GUANOSINE 


Nombre total de patients N 
males atteints de Xqfra M 

SD 


16 
19.7 


Echantillonage total N 
de patients males M 

SD 
t 


90 
-1,4 
21,8 
33 

D=0.001 


1 otal du groupe N 
controle male M 

SD 
t 


29 
-1.5 
19 
335 

0,005<D<0.001 


Males atteints N 
de trisomie 21 M 

SD 
t 

. 2 


17 
-0,5 
253 
236 

D-0.025 


Males atteints N 
de retard mental M 

SD 
t 

L p 


34 
-2,8 
23 
3,15 

0,005<txO.001 



15 



20 



25 



30 



35 
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TABLEAU in 

TAUX D'AUGMENTATION OU DE DIMINUTION DE 
L'INDICE MITOTIQUE 
5 CHEZ DES PATIENTS ATTHNTS DU 

SYNDRO ME DE L'X FRAGILE ET CHEZ DES 
PATIENTS ATTHNTS DU SYNDROME DE DOWN 



10 



25 





GUANOS INE 


Nombre total de patients N 
atteints de Xqfra M 

SD 


19 

18,4 

14,6 


Echantillonage de N 
de patients aneints de M 
trisomie21et SD 
psvchotiaues t 


8 

13,4 

313 
NS 


Patients atteints de N 
insomie i\. sans M 
complications SD 

t 

P 


12 
-14 
21,1 
494 

p«aooi 


Males atteints du N 
syndrome de l'X M 
fragile SD 


16 

17,6 

15,7 


Males atteints N 
de trisomie 21 et M 
psychotiques SD 

t 


7 

20,1 
27,5 
03 


Males atteints N 
de trisomie 21 et M 
psychotiques SD 

t 

1 . E 


7 
-19 

73 
5,62 

P«Q001 
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REVENDICATTONS 

1. Utilisation de la guanosine ainsi que de ses precurseurs et derives 
pour la fabrication de medicaments destines au traitement des deficits 
fonctionnels c^rebraux. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur de la guanosine est la guanine. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur de la guanosine est l'inosine. 

4. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur est la xanthine. 

5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
prtcurseur est l'hypoxanthine. 

6. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
15 precurseur est la xanthosine. 

7. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur est l'acide S'-inosinique. 

8. Utilisation seion la revendication 1, caracterisee en ce que le 
derive de la guanosine est le 3 '-monophosphate de guanosine. 

20 9. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 

derives de la guanosine sont le 5 '-monophosphate, le 5 '-diphosphate et le 
5 '-triphosphate de guanosine. 

10. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
derive de la guanosine est le 3\ 5 '-monophosphate cyclique de guanosine. 

25 1L Utilisation selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en 

ce que lesdits medicaments sont destines au traitement des syndromes 
chromosomiques entrainant une debilite de Intelligence, telle que la 
trisomie 21 et la fragilite de IX 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 10, caracterisee en 
30 ce que lesdits medicaments sont destines au traitement des troubles du 

comportement survenant au cours de maladies du systeme nerveux 
central, telle que la maladie d'Alzheimer. 

13. Utilisation selon 1'une des revendications 1 k 10, caracterisee en 
ce que lesdits medicaments sont destines au traitement de syndromes 

35 d'hyperactivite, d'hyperreactivite, d'anxiete, ou de reactions psychotiques 
ou autistiques. 
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REVENDICATIONS MODUTEES 
[re^es par le Bureau International le 18 novembre 1993 (18.11.93); 
revendication 10 supprimee; revendication 11-13 renumerotees 10-12; 
autres revendications inch angles (1 page)] 

1. Utilisation de la guanosine ainsi que de ses precurseurs et 
derives, a Pexclusion des 3 '^'-monophosphates cycliques d'adenosine et 

5 de guanosine, pour la fabrication de medicaments destines au traitement 
des deficits fonctionnels cerebraux. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur de la guanosine est la guanine. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
10 precurseur de la guanosine est Pinosine. 

4. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur est la xanthine. 

5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur est Phypoxanthine. 

15 6 - Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 

precurseur est la xanthosine. 

7. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
precurseur est Pacide 5'-inosinique. 

8. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
20 derive de la guanosine est le 3 '-monophosphate de guanosine. 

9. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
derives de la guanosine sont le 5 '-monophosphate, le 5 '-diphosphate et le 
5 '-triphosphate de guanosine. 

10. Utilisation selon Pune des revendications 1 a 9, caracterisee en 
25 ce que lesdits medicaments sont destines au traitement des syndromes 

chromosomiques entrainant une debilite de Pintelligence, telle que la 
trisomie 21 et la fragilite de IX 

11. Utilisation selon Pune des revendications 1 & 9, caracterisee en 
ce que lesdits medicaments sont destines au traitement des troubles du 

30 comportement survenant au cours de maladies du systeme nerveux 
central, telle que la maladie d'Alzheimen 

12. Utilisation selon Pune des revendications 1 a 9, caracterisee en 
ce que lesdits medicaments sont destines au traitement de syndromes 
d'hyperactivite, d'hyperreactivite, d'anxiete, ou de reactions psychotiques 

35 ou autistiques. 
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Zl 1 

The present invention relates to the field of drugs for 
treating a variety of brain dysfunctions. 

As part of a general analysis of the pathogenesis of 
metabolic disorders causing mental deficiency, a number of 
chemical mechanisms that are essential to neuron function have 
been analyzed. Among these mechanisms, it appears that the 
metabolism of monocarbonates plays a crucial role. Indeed, most 
enzyme blockages that cause mental deficiency, in the absence of 
a primary lesion in the membrane and sheath components and in 
the absence of major disruption of cerebral embryogenesis, 
involve monocarbonate disruption. 

Hence, in vitro assays examining the mitotic index 
variation in the presence of various metabolites and 
antimetabolites of purine synthesis have shown a highly 
significant correlation with various chromosomal syndromes. 
Specifically, they showed a highly significant increase in the 
mitotic index of lymphocytes originating from patients suffering 
from fragile X syndrome, when guanosine, a guanosine precursor, 
or a guanosine derivative is added to the culture medium. 



Numbers in the margin indicate pagination in the foreiqn 
text . 
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For this reason, the present invention relates to the use 
of guanosine and its precursors and derivatives in the 
manufacture of drugs for treating brain dysfunction. 

More specifically, the guanosine precursors and derivatives 
will be selected from among the following compounds: guanine, 
guanosine 3 ' -monophosphate, guanosine 5 ' -monophosphate, 
guanosine 5' -diphosphate, and guanosine 5' -triphosphate, 
guanosine 3', 5' -cyclic monophosphate, inosine, xanthine, 
hypoxanthine, xanthosine, and 5'-inosinic acid. 

The drugs that fall within the scope of the present 
invention are to be used in treating chromosomal syndromes 
causing mental deficiency, such as trisomy 21 syndrome and 
fragile x syndrome, as well as behavioral disorders resulting 
from central nervous system disorders, such as Alzheimer's 
disease. These drugs may also be used in treating hyperactivity, 
hyperreactivity, and anxiety syndromes, or psychotic or autistic 
reactions . 

/2 

Other characteristics and advantages of the present 
invention will become evident upon reading the detailed 
description below, especially the experimental results found 
therein. 
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Fragile X syndrome is the second most common chromosomal 
cause of mental retardation and the most common cause of 
endogenous mental retardation. The mutation rate is high. The 
calculated incidence is 1 in 1250 men and 1 in 2000 women. 
Precise, early diagnosis is therefore important for initiating 
specific treatment. 

This syndrome is characterized by the presence of a fragil 
site on the long arm of chromosome X, at Xq27. Mental 
retardation is transmitted according to the X-linked mode with 
incomplete penetrance. Roughly 30% of heterozygotic female 
carriers are mentally retarded and roughly 20% of male carriers 
show neither a fragile site nor clinical symptoms. The genotype 
and phenotype are therefore not absolutely correlated. 

It has been observed that the in vitro expression of this 
fragile site depends upon the composition of the culture medium, 
and that deficiencies in certain purine compounds might 
encourage the expression of the fragile site in the lymphocytes. 

It has therefore been determined that a defect of purine 
metabolism, whether primary or secondary, may play a major role 
in various mental retardation syndromes. 
Example of In Vitro Experimentation with Guanosine 

We grew twenty-eight samples of peripheral blood from 
patients suffering from fragile X syndrome (twenty-four retarded 



males and four retarded females) for 72 hours in TC199 medium 
(Seromed®) to which was added 25% AB human serum, 
phytohemagglutin C (IBF, France), penicillin, and streptomycin. 
The culture technique, harvesting, and microscopic examination 
were performed using known standard procedures. 

At the beginning of the culture, we also added guanos ine at 
a concentration of 3 . 1 mg/1. 

We harvested the lymphocyte cultures using standard 
chromosome analysis techniques. The slides were tinted with 
Giemsa and coded. We had a minimum of 3000 cells read by two 
different observers in order to calculate the mitotic index, 
expressed as a ratio: number of mitoses / number of cells. 

/3 

Twenty-six patients were not treated with drugs during the 
lymphocyte culture. 

The controls used for the analyses were as follows: 135 
normal adults, 79 patients suffering from trisomy 21, 10 
patients suffering from cri du chat syndrome, and 68 patients 
suffering from mental retardation (with or without chromosomal 
anomalies other than those mentioned above) . 

We analyzed the results by comparing the mitotic index of 
each experiment with the control culture of the patient and the 
results were expressed as the percentage of increase or decrease 



in the mitotic index percentage. The statistical comparisons of 
the groups were performed based on Student ' s t test . The in 
vitro experiment results appear in tables I through III below. 

It therefore appears that adding guanosine significantly 
increases the mitotic index in fragile X syndrome patients. When 
compared to the total sample of patients (patients affected by 
mental retardation of various etiologies and patients affected 
by Down syndrome) , the difference is very significant 
(0.01<p<0.005) ; when compared to the total of the controls, the 
difference is not as marked but remains significant 
(0.05<p<0.025) . This appears to be due to the differences 
between male and female response to guanosine (the female 
controls increase their mitotic index significantly more than 
male control patients: p = 0.025). We therefore refined the 
analysis in order to examine only the responses in male 
patients. We observed a very significant difference in the 
response to guanosine when we compared men affected by fragile X 
syndrome to the total male sample (p=0.001), to the normal male 
controls (0005<p<0 . 001) , or to men whose retardation had other 
etiologies (0 . 005<p<0 . 001) . The difference between the men 
suffering from fragile X syndrome and the men affected by Down 
syndrome is significant (p = 0.025). 
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In order to test the specificity of the observed changes, 
we sought out patients showing a mitotic index increase higher 
than 10% in the presence of guanosine. 

- 13 out of 19 fragile X syndrome patients showed an 
increase greater than 10% in the presence of guanosine (all 
fragile X syndrome patients had an increase in their mitotic 
index) . 

- 29 out of 80 normal controls (X = 6.5; 0.02<p<0.01) 

- 7 out of 29 normal male controls (X=9.3; 0 . 01<<p<0 . 001) 

- 12 out of 34 trisomy 21 patients (X=5.4; p=0.02). There 
were 7 females and 5 males; the 5 males all suffered from 
psychotic complications. 

- 17 out of 58 mental retardation patients (X=9.2; 
0 . 01<<p<0 . 0001) . 

There were 7 females and 10 males. It should be noted that 
9 out of the 10 male patients suffered from associated 
psychiatric complications. Several men whose mitotic index 
increased in the presence of guanosine had originally been 
focused on in order to look for Xqfra, but the cytogenetic exam 
did not reveal any X fragility. 

Thyroid function tests in males suffering from fragile X 
syndrome and in males suffering from X-linked mental retardation 



showed normal basal serum levels of thyroid hormones and TSH. 
The response to TRH [sic] is less clear than in normal subjects. 
Given that the link to the THR receptor may be allosterically 
adjusted by guanine nucleotides, it can be reasonably 
hypothesized that, if men suffering from fragile X syndrome have 
a particular defect on the guanine pathway, this could modify 
the THR receptor link and consequently the response to TSH. 

The effect of the guanine nucleotides on the 
neurotransmitters of the central nervous system is extremely 
great. It is not known whether guanosine is a neurotransmitter 
like adenosine, but it is known that guanine nucleotides 
negatively modulate the agonist link to dopamine, muscarinic- 
cholinergic, and opiate adrenergic receptors. The phencyclidine 
(PCP) receptors are also regulated by guanine nucleotides. 
Moreover, guanine nucleotides play a major role in the 
metabolism of pterine (GPT and the precursor of 
tetrahydrobiopterine) , as well as in the activity of 
microtubules (tubuline synthesis) . 

CAMP and cGMP play a unique role in regulating 
neurotransmitters, and their relationship appears to have 
clinical importance. Indeed, it has been suggested that these 
two cyclic nucleotides regulate cholinergic-adrenergic balance. 

/5 



Following birth, purine metabolism in the central nervous 
system is characterized by a decrease of de novo purine 
synthesis, an increase in hypoxanthine -phosphor ibosyl transferase 
(HPRT) activity, and an absence of xanthine oxidase activity. 
Consequently, the brain is largely dependent on recovery 
pathways in order to preserve the GTP level. The essentially de 
novo metabolism during brain development (growth of neuroblasts 
and neuroglial proliferation) might explain why fragile X 
syndrome patients have an essentially normal cerebral 
morphology. The main neuroanatomical change documented in these 
patients (as well as in autism patients) is hypoplasia of the 
posterior vermis . 

Any metabolic defect along the purine recovery pathway 
would have obvious neurological and behavioral consequences 
after this period of neuroblastic and neuroglial proliferation. 
The perinatal period during which gene permutation and receptor 
imprinting occurs is vulnerable to late "metabolic 
teratogenesis." A genetic metabolic defect that brings in a gene 
or group of genes that are normally activated during this period 
will have major repercussions on membrane receptors and post- 
natal brain development. It is interesting to note that analysis 
of the neocortex in adults suffering from fragile X syndrome 
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shows an abnormal spinal dendritic morphology suggesting an 

anomaly in post-natal dendritic maturation. 

Clinical Experim ent with a Guanosine Precursor: Inosine 

Forty- six patients were treated for at least 3 months with 
21 favorable results, two of which were spectacular, and 25 null 
results, with no secondary disorder indicated: 

- Trisomy 21: out of 19 patients, eight favorable responses, two 
of which were near-spectacular, in patients severely affected by 
behavioral disturbances 

- 4p- Syndrome: out of 2 patients, 2 favorable results 

- 18q- Syndrome: out of 4 patients, 2 favorable results 

- Willi Prader Syndrome: out of 2 patients, 2 favorable results 

/6 

- Psychotic syndrome without chromosomal anomaly: out of 5 
patients, 5 favorable results 

- Hyperactivity and Hyperreactivity Syndrome: out of 2 patients, 
2 favorable results. 

Therapeutic Indications 

[Given] the recorded effects on behavioral disorders 

(anxiety, instability, aggressivity and autoaggressivity, 
psychotic or autistic reactions, etc.), it appears that 
guanosine and its immediate precursors and derivatives are able 
to reequilibrate the disturbed purine metabolism found in many 
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psychotic- type conditions. For guanosine, anticipated doses 
range from 5 to 150 mg/kg/day, and for the other abovementioned 
precursors and derivatives, specifically xanthosine and inosine, 
administration doses range from 20 to 150 mg/kg/day. 

The drugs that are the objects of the present invention may 
be prepared using known standard techniques. They may involve, 
specifically, various dosage forms of guanosine and/or of its 
derivatives and precursors, especially for oral administration, 
e.g., tablets, gelcaps, or the like. 

Disorders whose psychiatric- type complications are likely 
to be improved by this medication are: 

- chromosomal syndromes causing mental deficiency (trisomy 21, X 
fragility, 4p-, 5p-, I8q-, etc.); 

- regressive psychosis syndromes and autistic syndromes, and, 
more generally, behavioral disturbances occurring during serious 
central nervous system disorders, such as Alzheimer's disease, 
for example. 
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TABLE I 

RATE OF MITOTIC INDEX INCREASE OR DECREASE 

IN FRAGILE X SYNDROME PATIENTS, 
IN CONTROLS, IN MENTALLY -RETARDED PATIENTS, 
AND IN PATIENTS SUFFERING FROM OTHER ETIOLOGIES 
N: number of patients 

M: percentage of mitotic index increase or decrease 
SD: standard deviation 



t: Student's t test 





GUANOS INE 


Total number of N 
Xqfra patients M 

SD 


19 
18.4 
14.6 


Total patient N 
Sample M 

SD 
t 
P 


215 
2.8 
24 . 3 
2 . 74 

0 . 01<p<0 . 005 


Control group N 
Total M 

SD 
t 
P 


80 
5.6 
24 .4 
2 .17 

0 . 05<p<0 . 025 


Trisomy 21 N 

M 
SD 
t 
P 


34 
-2 
30.6 
2.68 

p=0 . 01 


Mental retardation N 

M 
SD 
t 
P 


58 
-2 . 6 
20.4 
4 . 1 

p<0.001 
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TABLE II 

RATE OF MITOTIC INDEX INCREASE OR DECREASE IN MALE PATIENTS 
SUFFERING FROM FRAGILE X SYNDROME , MENTALLY- RETARDED MALE 
PATIENTS, MALE PATIENTS WITH OTHER ETIOLOGIES, AND IN THE MALE 



CONTROL GROUP 





GUANOS INE 


Total number of N 
Male Xqfra patients M 

SD 


16 
1 / . b 
19.7 


Total male patient N 
Sample M 

SD 
t 
P 


90 
-1.4 
21.8 
3.3 

p=0 . 001 


Male control group N 
Total M 

SD 

t 

P 


29 
-1.5 

19 
3 .35 

0 . 005<p<0 .001 


Trisomy 21 males N 

M 
SD 
t 
P 


17 
-0.5 
25.5 
2.36 

p=0 . 025 


Mentally-retarded N 
males M 

SD 
t 

P 


34 
-2 . 8 

23 
3.15 

0 . 005<p<0 . 001 
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TABLE III 

RATE OF MITOTIC INDEX INCREASE OR DECREASE IN PATIENTS SUFFERING 



FROM FRAGILE X SYNDROME AND IN DOWN SYNDROME PATIENTS 





GUANOS T NT? 


Total number of N 
Xqfra patients M 

SD 


19 
18.4 
14.6 


Sample of trisomy N 
21 psychotic M 
patients SD 

t 


8 

13 .4 
31.3 

NS 


Uncomplicated N 
Trisomy 21 patients M 

SD 
t 

P 


12 
-14 
21 . 1 
4.94 

p<<0 . 001 


Fragile X syndrome N 
males M 

SD 


16 
17.6 
15.7 


Trisomy 21 n 
Psychotic males M 

SD 
t 


7 

20.1 
27.5 
0.3 


Trisomy 21 n 
Psychotic males M 

SD 
t 
P 


7 
-19 
7.3 
5.62 

p<<0 . 001 



/io 

CLAIMS 



1. Use of guanosine as well as its precursors and 
derivatives in the manufacture of drugs for treating brain 
dysfunction. 
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2. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
precursor is guanine. 

3. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
precursor is inosine. 

4. Use according to Claim l, wherein the precursor is 
xanthine. 

5. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 
hypoxanthine. 

6. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 
xanthosine . 

7. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 5'- 
inosinic acid. 

8. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
derivative is guanosine 3 ' -monophosphate . 

9. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
derivatives are guanosine 5 ' -monophosphate, 5 ' -diphosphate, and 
5' -triphosphate . 

10. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
derivative is guanosine cyclic 3 ', 5 ' -monophosphate . 

11. Use according to any of Claims 1 through 10, wherein 
said drugs are intended to treat chromosomal syndromes resulting 
in mental deficiency, such as trisomy 21 and X fragility. 
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12. Use according to any of Claims 1 through 10, wherein 
said drugs are intended to treat behavioral disturbances 
occurring over the course of central nervous system disorders, 
such as Alzheimer's disease. 

13. Use according to any of Claims 1 through 10, wherein 
said drugs are intended to treat hyperactivity, hyperreactivity, 
or anxiety syndromes, or psychotic or autistic reactions. 

/II 

MODIFIED CLAIMS 
[Received by the International Bureau on November 18 th , 1993 
(11.18.93); Claim 10 deleted; Claims 11-13 renumbered 10-12; 
other claims unchanged (1 page)] 
1. Use of guanosine as well as its precursors and derivatives, 
with the exception of adenosine and guanosine cyclic 3 ',5'- 
monophosphates , in the manufacture of drugs for treating brain 
dysfunction. 

2. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
precursor is guanine. 

3. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
precursor is inosine. 

4. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 
xanthine . 
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5. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 
hypoxanthine . 

6. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 
xanthosine . 

7. Use according to Claim 1, wherein the precursor is 5'- 
inosinic acid. 

8. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
derivative is guanosine 3 ' -monophosphate . 

9. Use according to Claim 1, wherein the guanosine 
derivatives are guanosine 5' -monophosphate, 5 ' -diphosphate, and 
5' -triphosphate. 

10. Use according to any of Claims 1 through 9, wherein 
said drugs are intended to treat chromosomal syndromes resulting 
in mental deficiency, such as trisomy 21 and X fragility. 

11. Use according to any of Claims 1 through 9, wherein 
said drugs are intended to treat behavioral disturbances 
occurring over the course of central nervous system disorders, 
such as Alzheimer's disease. 

12. Use according to any of Claims 1 through 9, wherein 
said drugs are intended to treat hyperactivity, hyperreactivity, 
or anxiety syndromes, or psychotic or autistic reactions. 
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